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E’ stata recentemente descritta la presenza nel siero dei pazienti affetti da 
artrite reumatoide (AR) di anticorpi diretti contro proteine o peptidi 
citrullinati (ACPA). Gli ACPA reagiscono con proteine endogene o 
esogene in cui le arginine siano state trasformate nella forma deiminata, 
cioè nell’aminoacido non naturale citrullina. Gli ACPA sono presenti 
anche nelle fasi iniziali di malattia, sono pressoché esclusivi dell’AR e 
sembrano associati alle forme più gravi e più erosive di malattia. 
Per queste caratteristiche possono essere considerati anticorpi marker di 
AR. 
Lo scopo della tesi è la valutazione dell’andamento nel tempo degli 
ACPA nell’AR, utilizzando più metodi per la loro rilevazione e studiando 
l’andamento del titolo anticorpale in rapporto a indicatori clinici di 
attività di malattia (VES, PCR). 
Sono stati studiati 30 pazienti affetti da AR seguiti per un periodo di 
tempo compreso fra 3 mesi e 4 anni. Gli ACPA sono stati misurati 
all’inizio e alla fine del follow up con 3 metodi: un metodo basato su 
peptidi citrullinati ciclici (CCP) e due metodi che utilizzano peptidi virali 
citrullinati, derivati da EBNA I  (viral citrullinated peptide, VCP 1) ed 
EBNA II (VCP 2). In parallelo sono stati dosati gli anticorpi specifici per 
il tossoide tetanico e per la proteina EBNA I nativa. 
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I risultati ottenuti indicano che gli ACPA misurati con CCP o VCP1 o 
VCP2 variano in modo consensuale e non correlato con le variazioni 
degli anticorpi anti-tossoide, anti-EBNA I nativa o con le variazioni dei 
tests di flogosi. 
Il titolo degli ACPA resta elevato anche alla fine del follow up, quando 
invece gli indicatori sierologici di attività di malattia sono marcatamente 
ridotti. 
Gli ACPA non sembrano quindi essere un buon marcatore di attività di 
malattia. I risultati suggeriscono che la produzione sia controllata e 
regolata in modo diverso rispetto a quella degli anticorpi specifici per 




L’artrite reumatoide (AR) è una malattia infiammatoria cronica a 
patogenesi autoimmune che interessa prevalentemente le articolazioni 
diartrodiali, generalmente in modo simmetrico, anche se potenzialmente 
può coinvolgere ogni distretto dell’organismo (1). A livello articolare il 
processo ha carattere erosivo e può portare alla distruzione dell’osso 
iuxtaarticolare e all’anchilosi. L’AR è diffusa in tutto il mondo e non 
sembra vi siano predilezioni di clima o razza; la prevalenza della malattia 
è compresa tra lo 0,3 e il 2% della popolazione con un picco del 5% in 
alcune tribù di Indiani d’America e l’incidenza è stata calcolata tra 2 e 4 
nuovi casi su 10.000 adulti per anno (2). 
Il sesso femminile è affetto con una frequenza da tre a cinque volte 
maggiore di quello maschile; il picco dell’incidenza cade nella terza-





Benché i meccanismi patogenetici siano ancora poco noti, attualmente si 
ritiene che l’AR sia scatenata dall’esposizione di un ospite 
immunologicamente suscettibile ad un antigene microbico artritogeno. In 
questo modo viene dato inizio ad un’artrite acuta, che in realtà si 
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accompagna ad una reazione autoimmune in cui le cellule T giocano un 
ruolo centrale, mediante il rilascio di mediatori dell’infiammazione e di 
citochine che, come ultimo risultato, provocano il danno 
dell’articolazione. Pertanto, nel meccanismo causale sono coinvolti la 
predisposizione genetica, gli ormoni, un fattore artritogeno primitivo di 
derivazione esogena, una reazione autoimmune nell’ambito della 
membrana sinoviale e i mediatori del danno articolare (3). 
 
LA PREDISPOSIZIONE GENETICA 
La  predisposizione genetica alla malattia è indicata da numerosi studi 
familiari. Infatti, circa il 10% dei pazienti con AR ha un parente di primo 
grado colpito dalla malattia; inoltre, i gemelli monozigoti hanno quattro 
volte la possibilità di essere concordanti per l’AR rispetto ai gemelli 
dizigoti, i quali presentano un rischio di sviluppare la malattia uguale a 
quello dei fratelli non gemelli. 
Il numero dei geni che conferiscono suscettibilità alla malattia è elevato, 
ma il contributo maggiore è dato dai geni del complesso maggiore di 
istocompatibilità. Attraverso vari studi è stato infatti possibile individuare 
un’associazione fra la malattia e alcuni alleli del complesso HLA di 
classe II, in particolare una sequenza detta “shared epitope” o “Dw14 
epitope” (4). Le molecole HLA DR4 associate con l’AR sono Dw4 e 
Dw14, codificate rispettivamente dagli alleli DRB1*0401 e DRB1*0404. 
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La caratteristica peculiare di questi ultimi è una sequenza aminoacidica 
(LLEQRRAA oppure LLEQKRAA) corrispondente alla regione 67-74; i 
geni non associati con l’AR mostrano in questa regione una o più 
differenze, generalmente includendo un aminoacido carico 
negativamente (Asp o Glu). Anche altri alleli portano questa sequenza, 
ad esempio DRB1*0101, DRB1*0405 e DRB1*1402 che sono associati 
con l’AR rispettivamente nella popolazione israeliana, giapponese e 
nativa americana. Questi alleli sono associati alla malattia in popolazioni 
con bassa prevalenza di DRB1*0401 e DRB1*0404. Sebbene tutti questi 
alleli associati all’AR portino la sequenza dello “shared epitope”, essi 
differiscono nelle altre regioni della molecola. Questo indica che è lo 
“shared epitope” stesso, piuttosto che un qualsiasi specifico allele HLA, 
il principale determinante della predisposizione a sviluppare l’artrite 
reumatoide. E’ importante sottolineare che, benché nei pazienti con AR 
la frequenza degli alleli predisponenti sia alta, questi sono presenti anche 
nella popolazione non affetta dalla malattia. Ad esempio, nella 
popolazione caucasica, per ogni 50 pazienti con AR che presentano 
DRB1*0401, ve ne sono 1800 che presentano l’allele e che non sono 
colpiti dalla malattia, per un rischio assoluto di 1 a 35. Quindi, benché 
l’HLA DR4 sia associato alla malattia con un rischio relativo abbastanza 
alto, il rischio assoluto per un individuo presentante l’allele nella 
popolazione è piuttosto basso. Il rischio assoluto di sviluppare l’AR 
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diventa più alto nel caso di individui che presentino entrambi 
DRB1*0401 e DRB1*0404. 
Studi sulla distribuzione degli alleli HLA-DR4 nei pazienti con AR 
hanno evidenziato, inoltre, una correlazione di questi con le forme più 
severe della malattia (RF positivi, presenza di forme erosive). 
La sequenza “shared epitope” contiene i determinanti strutturali che 
interagiscono con il peptide e con la porzione variabile del TcR; 
cambiamenti nei codoni 67, 70, 71 e 74 sono sufficienti ad alterare la 
predisposizione all’AR (il residuo 71 prende contatto con il peptide, gli 
altri interagiscono con il TcR). Ciò, probabilmente, indica che interazioni 
strutturali coinvolgenti questi siti siano alla base del meccanismo della 
predisposizione alla malattia. Da tutto questo è evidente che la sequenza 
“shared epitope” controlla le interazioni fra peptide, TcR e MHCII; per 
far questo può agire influenzando la specifica sequenza del peptide che si 
lega alla molecola di classe II oppure direttamente il riconoscimento fra 
MHC-peptide e TcR oppure tramite entrambi i meccanismi.  
Sono state formulate varie ipotesi sul possibile meccanismo mediante il 
quale questi polimorfismi possano condurre ad una predisposizione nello 
sviluppo dell’AR. Un primo modello si focalizza sul ruolo di questi alleli 
HLA nel creare un repertorio di cellule T antigene-specifiche: la presenza 
dello “shared epitope” selezionerebbe positivamente, a livello timico, un 
set di cellule T potenzialmente autoreattive. In un secondo modello, lo 
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“shared epitope”, controllando l’architettura strutturale dell’interazione 
MHC II-peptide-TcR, indurrebbe direttamente l’attivazione delle cellule 
T effettrici. Una terza ipotesi (molecular mimicry hypothesis) chiama in 
causa l’omologia di alcuni polimorfismi HLA con sequenze 
aminoacidiche di potenziali proteine antigeniche derivate da agenti 
infettivi: per esempio una porzione dello “shared epitope” risulta 
omologa ad una glicoproteina del virus di Epstein-Barr. L’immunità al 
virus potrebbe essere uno stimolo sufficiente per rompere la tolleranza e 
generare cloni di cellule T autoreattive (5). 
 
IL RUOLO DEI FATTORI AMBIENTALI 
Non è possibile spiegare l’incidenza dell’AR solo sulla base di fattori 
genetici di rischio e si pensa che anche i fattori ambientali possano avere 
un ruolo eziologico nella malattia. Nello specifico, una delle ipotesi più 
accreditate è il possibile coinvolgimento di un agente batterico o virale, il 
quale, infettando un individuo geneticamente predisposto, costituirebbe 
l’evento scatenante dell’AR. A tutt’oggi, nonostante i numerosi studi in 
merito, non vi sono ancora prove conclusive. Gli agenti infettivi chiamati 
in causa sono vari: Mycoplasma, Chlamydia, Parvovirus B19, Retrovirus, 





ALTERAZIONI A CARICO DELLA SINOVIA 
L’elemento distintivo dell’AR è costituito dall’infiammazione sinoviale. 
La membrana sinoviale nelle articolazioni colpite va incontro ad un 
processo d’ipertrofia. Il tessuto esuberante è definito panno sinoviale ed 
invadendo la cartilagine ed il tessuto osseo subcondrale produce, nelle 
fasi avanzate della malattia, danni anatomici irreversibili con distruzione 
della cartilagine, erosioni ossee ed, in seguito, deformità articolari. 
Inizialmente la sinovia appare edematosa, ispessita e iperplastica, e la sua 
superficie, di norma levigata, si ricopre di vegetazioni delicate ed 
edematose. Dal punto di vista istologico si può riscontrare 
un’infiltrazione dello stroma sinoviale da parte di un infiltrato 
infiammatorio perivascolare con formazione di follicoli linfoidi; lo 
stroma sinoviale è prevalentemente occupato da plasmacellule e 
macrofagi. La vascolarizzazione è aumentata; ammassi di fibrina coprono 
parti della sinovia e si trovano liberi nella cavità articolare come “corpi di 
riso”. Nel liquido sinoviale si verifica un accumulo di granulociti 
neutrofili; l’attività osteoclastica nell’osso permette la penetrazione 
sinoviale, dando luogo ad erosioni iuxta-articolari, cisti subcondrali e 
osteoporosi. Si ha la formazione del tipico panno sinoviale formato da 
una massa fibrocellulare di sinovia e dal corrispondente stroma costituito 
da cellule infiammatorie, tessuto di granulazione e fibroblasti, che 
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causano erosione della cartilagine sottostante. Col tempo, dopo la 
distruzione della cartilagine, il panno fibrocellulare unisce a ponte le due 
estremità articolari, determinando un’anchilosi fibrosa che poi 
ossificando diventerà un’anchilosi ossea. 
La tappa iniziale del processo patogenetico prende il via da cellule 
accessorie (macrofagi o cellule dendritiche della membrana sinoviale) 
che presentano l’antigene (o autoantigene), associato a molecole HLA di 
classe II, ai linfociti T CD4+ attivandoli. Questi fungono da amplificatori 
della risposta cellulo-mediata attraverso la produzione autocrina di IL-2 
ed esocrina di altre citochine regolatorie (IFN-γ, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6). I 
linfociti circolanti aderiscono alle cellule endoteliali della parete delle 
venule post-capillari e, successivamente, migrano attraverso la parete 
endoteliale formando caratteristici aggregati intorno ai vasi sotto la 
superficie della membrana sinoviale. L’adesività dei linfociti è aumentata 
da alcune citochine (IFN-γ, IL-1, TNF) liberate nel corso della flogosi 
reumatoide ed è mediata da alcune proteine presenti nell’endotelio delle 
venule post-capillari (addressine) e da recettori specifici presenti sui 
linfociti. La maggior parte dei linfociti che si accumulano è del tipo 
CD4+; le citochine secrete da questi (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6) e il deficit di 
CD8+ determinano l’attivazione delle cellule B, le quali proliferano 
infiltrando la sinovia e, in parte, si differenziano in cellule secernenti 
anticorpi. Una parte delle immunoglobuline prodotte sono fattori 
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reumatoidi (FR) di classe IgM, IgG, IgA e IgE. Gli FR reagenti con le 
IgG prodotte in situ danno luogo alla formazione di immunocomplessi 
che passano nel liquido sinoviale e attivano il sistema del complemento 
con liberazione dei sistemi chemiotattici (C3a, C5a). Tali 
immunocomplessi tendono anche a precipitare sulla superficie della 
cartilagine articolare esercitando così un’azione attrattiva nei confronti 
del panno sinoviale che si va via via formando. Gli immunocomplessi 
possono poi entrare nel torrente circolatorio e depositarsi sulla parete dei 
vasi extrasinoviali determinando la comparsa di una vasculite 
reumatoide. Vengono inoltre richiamati nella membrana sinoviale 
leucociti polimorfonucleati, che migrano negli spazi extravascolari e si 
accumulano nella cavità articolare. L’accumulo dei neutrofili è dovuto 
sia alla presenza di sostanze chemiotattiche, sia alla presenza di citochine 
(IL-1, TNF) che agiscono direttamente sulle cellule endoteliali 
promuovendo su di esse l’espressione di molecole per l’adesione 
endotelio-leucocitaria, il che rende la superficie endoteliale iperadesiva. 
Nel liquido sinoviale si riscontrano numerosi neutrofili che fagocitano 
immunocomplessi, detriti, cellule e materiale fibrinoso. La fagocitosi si 
accompagna ad attivazione dei sistemi plasmatici (coagulazione, 
fibrinolisi, sistema delle chinine, sistema del complemento), dismissione 
di enzimi lisosomiali (proteasi acide: catepsina B e D; proteasi neutre: 
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elastasi, collagenasi), produzione di radicali liberi dell’ossigeno e 
metaboliti dell’acido arachidonico, in particolare PGE2 e LBT4. 
Tali derivati sono responsabili delle alterazioni flogistiche della 
microcircolazione (vasodilatazione, aumento della permeabilità 
capillare), tipiche della fase acuta della malattia. Tra questi mediatori è 
stata evidenziata recentemente la sostanza P ed un peptide ad essa 
correlato, la sostanza K, che indurrebbero il rilascio di IL-1, TNF, IL-6 
da parte dei monociti e di prostaglandine e proteasi da parte dei 
sinoviociti.  Oltre alla proliferazione dei linfociti T e B, i linfociti T CD4 
attivano cellule del sistema monocita macrofagico che iniziano a 
secernere citochine: IL-1, IL-8, il fattore stimolante le colonie 1 (CSF1) e 
TNF-α; queste sostanze a loro volta stimolano la proliferazione dei 
linfociti T e B, l’angiogenesi e la proliferazione dei sinoviociti (3, 5, 6). 
La tappa finale è quella mesenchimale o distruttiva, può decorrere 
asintomatica o evolvere in modo antigene-indipendente e non correlato 
con la flogosi. Le cellule mesenchimali che svolgono il ruolo principale 
sono i fibroblasti e i sinoviociti. La reazione mesenchimale 
permetterebbe l’automantenimento  e la persistenza del processo di 
sinovite e sarebbe sostenuta per via autocrina o paracrina dalla sola 
partecipazione dei sinoviociti di tipo A e B. Secondo le teorie più recenti, 
l’infiammazione e la distruzione articolare avrebbero origine da una serie 
di complesse interazioni cellulari della membrana sinoviale reumatoide. I 
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sinoviociti di tipo A appaiono come cellule simil-macrofagiche. Essi 
rappresentano la quota cellulare più numerosa del rivestimento sinoviale, 
spesso adiacenti ai linfociti attivati, e sono in uno stadio di attivazione 
come dimostrano l’aumentata espressione  dei fattori nucleari di 
trascrizione (NF-kB e –kM) e dei geni che codificano per numerose 
interleuchine: IL-1, TNF-α, IL-6, IL-8, fattore stimolante le colonie dei 
granulociti e dei macrofagi (GM-CSF) e il fattore di crescita delle 
piastrine (PDGF). 
L’automantenimento della reazione mesenchimale deriva dalla 
produzione e stimolazione autocrina monocito/macrofagica di IL-1 e 
TNF-α fra loro sinergiche. La secrezione autocrina di fattori stimolanti le 
colonie di macrofagi (M-CSF), GM-CSF e IL-3 induce inoltre la 
differenziazione dei monociti circolanti. La produzione di IL-15 da parte 
dei monociti  è in grado d’indurre l’attivazione policlonale dei linfociti T. 
Sono stati individuati di recente nuovi meccanismi di attivazione delle 
cellule mesenchimali, attraverso fenomeni di adesione diretta di cellule 
T. Tale meccanismo può indurre la produzione di TNF-α da parte delle 
cellule macrofagiche che a sua volta può stimolare la produzione di IL-11 
da parte di sinoviociti tipo B inducendo la differenziazione degli 
osteoclasti. Lo sviluppo delle erosioni è determinato dall’azione diretta 
degli osteoclasti che proliferano a diretto contatto con l’osso. Il danno 
cartilagineo è indipendente dal precedente e deriva dalla digestione 
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enzimatica prodotta dai polimorfonucleati e sinoviociti del panno 
sinoviale.  L’adesione diretta dei linfociti T alle cellule monocito-
macrofagiche induce la produzione di IL-1β, da cui deriva l’aumentata 
espressione del fattore di differenziazione degli osteoclasti (ODF)  sulle 
cellule stromali, precursori degli osteoclasti, la differenziazione degli 
osteoclasti dai loro precursori e il riassorbimento osseo. ODF e IL-1 sono 
in grado da soli di stimolare direttamente gli osteoclasti maturi. Infine, 
IL-1 e TNF-α possono indurre la produzione di un fattore solubile, 
l’osteoprotegerina (OPG), che si lega all’ODF antagonizzandone l’effetto 
e inibendo la differenziazione degli osteoclasti (2). 
 
1.2 QUADRO CLINICO 
 
Il decorso dell’AR, nonostante le sue potenzialità distruttive, può essere 
assai eterogeneo. Alcuni pazienti possono presentare semplicemente un 
coinvolgimento pauciarticolare di modesta entità e di breve durata con 
danno articolare minimo; in altri casi, invece, la malattia si può 
manifestare con una poliartrite progressiva senza fasi di remissione che 
dà luogo fatalmente a spiccate deformità articolari (7). 
In circa due terzi dei pazienti l’esordio è insidioso, con senso di 
affaticamento, anoressia, debolezza generalizzata e vaghi sintomi 
muscolo-scheletrici, fino a quando non si rende evidente la comparsa di 
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sinovite. I sintomi prodromici possono avere durata variabile o non 
essere diagnosticati; quelli specifici compaiono in genere gradualmente 
(numerose articolazioni, specialmente quelle delle mani, delle ginocchia 
e dei piedi, vengono colpite in modo simmetrico). In circa il 10% dei 
soggetti l’esordio è più acuto, con rapida comparsa di poliartrite spesso 
associata a sintomi sistemici. In un terzo dei pazienti, i sintomi possono 
limitarsi inizialmente ad una o poche articolazioni. Anche se in alcuni 
pazienti il coinvolgimento articolare può rimanere asimmetrico, quello 
simmetrico è certamente caratteristico della malattia (7). In generale 
quindi distingueremo manifestazioni cliniche precoci e tardive. 
Manifestazioni Cliniche Precoci: 
• Interessamento articolare all’esordio della AR: 
o Poliarticolare 75% (60% piccole articolazioni di mani e 
piedi, 30% grandi articolazioni, 10% grandi e piccole); 
o Monoarticolare 25% (50% ginocchio, 50% spalla, polso, 
anca, caviglie, gomito). 
• Rigidità mattutina (morning stiffness) delle dita delle mani e dei 
piedi, accompagnata spesso da dolore di tipo infiammatorio, che 
scompare dopo una o più ore dal risveglio. 
• Riduzione della forza di presa (grip strenght): il paziente presenta 
poca forza nelle mani. 
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• Simmetria della compromissione articolare: può mancare nelle 
fasi più precoci. 
• Segni tipici dell’ artrite: 
o Tumefazione: deriva dall’accumulo di liquido sinoviale, 
dall’ipertrofia della sinovia e dall’ispessimento della 
capsula articolare; tipico l’aspetto fusato delle dita della 
mano per tumefazione delle IFP; 
o Calore al termotatto e arrossamento; 
o Dolore: deriva essenzialmente dalla capsula articolare, che 
è ampiamente innervata ed è assai sensibile allo 
stiramento ed alla distensione; 
o Riduzione della mobilità: sia a causa del dolore, sia a 
causa delle successive anchilosi fibrosa ed ossea e 
contratture dei tessuti molli. 
Manifestazioni Cliniche Tardive: 
• Deformità articolari, fino a quadri molto invalidanti (deformità “a 
zeta”, “a collo di cigno”, “a boutonnière” ). Le deformità sono 
dovute a lassità dei tessuti molli; indebolimento e/o distruzione di 
legamenti, tendini, capsula articolare; distruzione della 
cartilagine. 
• Manifestazioni cliniche extraarticolari 
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 L’interessamento articolare non è infatti l’unico aspetto 
dell’artrite reumatoide che, essendo una malattia sistemica, può 
presentare altri segni e sintomi (più frequenti in soggetti con 
fattore reumatoide, che assume il ruolo di fattore prognostico 
negativo, in quanto indice di malattia più grave): 
o Noduli Reumatoidi, localizzati sulla superficie estensoria 
delle articolazioni, di consistenza duro-elastica, non 
dolorabili; 
o Manifestazioni di natura vasculitica, come la Sindrome di 
Raynaud, ulcerazioni cutanee, porpora palpabile rilevata, 
acro-osteolisi, neuropatie periferiche, arteriti viscerali. Si 
manifestano con AR severa, di lunga durata, con alto 
titolo di FR. Talora possono essere anche il primo segno 
di malattia. 
o Manifestazioni a carico dell’ apparato respiratorio, come 
la fibrosi polmonare interstiziale (asintomatica), la 
pleurite essudativa, i noduli pleuro-polmonari, la 
pneumoconiosi (S.me di Caplan). 
o Manifestazioni cardiache, come l’amiloidosi, l’aortite 
(granulomatosa), i disturbi della conduzione, l’arterite 
coronarica, l’endocardite, comprese le lesioni valvolari, 
miocarditi, pericarditi. 
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o Manifestazioni oculari (rare) come cheratocongiuntivite 
secca, sclerite, episclerite, uveite, noduli episclerali, 
Sindrome di Bronw. 
o Linfoadenomegalia. 
o Splenomegalia, neutropenia, anemia, trombocitopenia a 
costituire la Sindrome di Felty. 





La diagnosi deve essere tempestiva e la più precoce possibile per 
prevenire l’instaurarsi di lesioni e danni irreversibili; si basa su elementi 
clinici, confortata da esami strumentali (documentano visivamente il 
danno articolare) e esami di laboratorio. 
Per quanto riguarda la diagnosi clinica di AR viene posta quando sono 
presenti un numero minimo di manifestazioni cliniche e alterazioni 
radiologiche e sierologiche, come indicato dai Criteri ACR (American 
College of Rheumatology) qui di seguito riportati: 
• presenza di rigidità mattutina della durata di almeno un’ora 
• artrite di almeno tre aree articolari (comprese tra IFP, MCF, 
polsi, gomiti, ginocchia, caviglie, MTF, anche) 
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• artrite delle articolazioni delle mani (almeno un’articolazione tra 
IFP, MCF, polsi) 
• artrite simmetrica (simultaneo interessamento di aree articolari 
da ambo i lati del corpo)  
• presenza di noduli reumatoidi 
• presenza di fattore reumatoide sierico 
• presenza di alterazioni radiologiche (erosioni e/o 
decalcificazione nelle radiografie in proiezione antero-posteriore 
della mano e del polso). 
In accordo con questi criteri la diagnosi di AR è consentita quando si è in 
presenza di almeno 4 dei 7 punti sopra elencati, considerando che i criteri 
dall’1 al 4 debbono essere presenti da almeno 6 settimane. Questi criteri 
presentano una specificità dell’89%.  
Per quanto riguarda l’ausilio diagnostico dei parametri di laboratorio, gli 
indici di flogosi sono considerati parametri aspecifici che svelano la 
situazione dei reattanti di fase acuta.  
Quelli dosati sono: 
o VES (incremento costante e aspecifico), 
o  Sideremia ed Emoglobina (ridotte proporzionalmente 
all’intensità della flogosi per iperattività del sistema 
reticoloendoteliale e per alterazione del metabolismo del ferro), 
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o  Piastrinosi (per iperconsumo periferico cui l’organismo tenta di 
reagire con un aumento di produzione), 
o  Alfa-2-globuline e Gamma-globuline (l’incremento delle prime 
legato all’intensità della flogosi e delle seconde alla sua 
cronicità), 
o  PCR, 
o  C3, 
o  Fibrinogeno. 
Molto più specifica, invece, è la ricerca degli Autoanticorpi; il siero di 
pazienti affetti da AR, infatti, contiene un vasto repertorio di anticorpi 
diretti verso proteine self. Molti di questi autoanticorpi, comunque, 
possono essere presenti in pazienti con altri disordini del sistema 
immunitario, e quindi non sono specifici per l’AR. 
 Il FR, uno degli autoanticorpi più conosciuti, è costituito da anticorpi 
diretti contro la regione costante (Fc) delle immunoglobuline della classe 
IgG. Il FR può essere un’immunoglobulina delle classi IgM, IgG e IgA, 
che riconosce vari epitopi localizzati sulla parte CH2 e CH3 della 
porzione FC delle IgG. Esistono test convalidati e standardizzati solo per 
la determinazione del FR IgM, che ha una utilità diagnostica (8). 
 Le metodiche atte a svelare la presenza del FR IgM sono:  
1) RA-test (Rheumatoid Arthritis test), eseguito cimentando il siero del 
paziente a diluizioni scalari con particelle di lattice ricoperte da IgG 
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umane aggregate mediante calore. Qualora il siero contenga FR IgM, 
questo si legherà alle IgG inducendo l’agglutinazione delle particelle; 
 2) Reazione di Waaler-Rose, nella quale vengono utilizzate emazie di 
pecora e un siero di coniglio immunizzato con tali emazie. Questo test è 
meno sensibile, ma più specifico del RA-test; 
 3) Test ELISA.  
Il FR si ritrova nel 50-70% dei soggetti con AR. Le cause di negatività 
del FR sono rappresentate da: fase precoce della malattia, presenza di FR 
non IgM, presenza di FR nascosti. La ricerca del FR permette di 
identificare con buona sensibilità i casi di AR, ma offre scarsa specificità 
in quanto tali anticorpi possono essere presenti anche in individui con 
altre malattie autoimmuni (Lupus eritematoso sistemico “LES”, Sclerosi 
sistemica “SSc”, Connettivite mista “MCTD”, Sindrome di Sjogren 
“SS”), infezioni virali (es. HIV, epatiti, EBV), parassitarie (es. malaria), 
batteriche (es. tubercolosi, brucellosi), e nel 3-5% della popolazione 
normale (10-30% dei soggetti in età avanzata).  
Ulteriori alterazioni sieroimmunologiche presenti nell’AR sono 
rappresentate dalla presenza di anticorpi anti-RA33 (anti-hnRNP-A2), 
anti-calpastatina (un inibitore della proteasi neutra calcio-dipendente 
calpaina), ANCA (anticorpi anti- citoplasma dei neutrofili), ANA 
(anticorpi antinucleari), anti-fibronectina, anti-collagene tipo II, e anti-
GPI (glucosio-6- fosfato isomerasi) (9). Molti di questi autoanticorpi 
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sono anche presenti in altre malattie immunitarie come LES e MCDT, 
ma anche in individui sani.  
Quindi la scarsa specificità di tutti gli anticorpi sopra citati ha reso 
necessaria la ricerca di anticorpi che rendano la diagnosi oltre che 
sensibile, specifica. 
Autoanticorpi diretti verso BiP (Heavy chain Binding Protein) conosciuti 
come anti-p68, ad esempio, sono presenti nel 64% dei pazienti con AR 
ed è stato riportato che essi sono altamente specifici (10). Bip è una 
proteina Hsp-70, che normalmente è espressa in modo ubiquitario nel 
reticolo endoplasmatico. In condizioni di stress, come nel tessuto 
sinoviale reumatoide, Bip è  sovraespressa e traslocata parzialmente sulla 
membrana cellulare (11).  I maggiori epitopi  per gli anti-BiP sono i 
gruppi di N-acetil-glucosammina che normalmente non sono presenti su 
BiP: tale modificazione potrebbe essere importante per la traslocazione. 
L’antigene BiP potrebbe essere un target per la risposta immune delle 
cellule T nell’AR. Non esistono però dati sul valore predittivo della 
presenza di tale  anticorpi 
 Nel 1964 è stata scoperta l’esistenza di una classe anticorpale presente 
esclusivamente nell’ AR. Nienhuis e Mandema evidenziarono in 
Immunofluorescenza Indiretta (IIF), usando come substrato cellule 
dell’epitelio della mucosa buccale umana, la presenza nel siero di 
pazienti affetti da artrite reumatoide di anticorpi specifici contro 
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costituenti dei granuli localizzati in prossimità del nucleo (12). Tali 
anticorpi, detti Anti-Fattore Perinucleare (APF), hanno una sensibilità per 
l’AR compresa tra il 40 e il 90 %. Circa un decennio dopo, Young ed 
altri dimostrarono, sempre con metodica di IIF, che il siero dei pazienti 
con AR, incubato con l’epitelio dell’esofago di ratto, esprimeva una 
caratteristica fluorescenza lineare a livello dello strato corneo di 
quest’ultimo (13). Questi anticorpi, indicati come Anticorpi Anti-
Cheratina (AKA), erano riscontrabili in circa il 40-60 % dei soggetti con 
AR avanzata e solo nel 28 % dei soggetti  con AR a recente insorgenza. 
Entrambi questi anticorpi, inizialmente considerati come due markers 
indipendenti, sono poi risultati essere membri della stessa famiglia 
anticorpale avente come bersaglio la pro-filaggrina, gli “anticorpi 
antifilaggrina” (AFA) (14). 
La filaggrina è una proteina ricca di residui di istidina, sintetizzata ad 
opera delle cellule dello strato granuloso dell’epidermide sotto forma di 
precursore, la pro-filaggrina, che viene accumulata in specifici organelli 
citoplasmatici, i cosiddetti granuli cheratoialini. La profilaggrina, negli 
ultimi stadi della differenziazione dello strato corneo dell’epidermide, va 
incontro ad una modificazione enzimatica che comporta la sostituzione di 
circa il 20% delle molecole di arginina con altre di citrullina, ad opera 
dell’enzima peptidil-arginina-deiminasi (PAD). In realtà sono proprio 
questi residui citrullinati della filaggrina e, probabilmente anche di altre 
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proteine, a rappresentare il determinante epitopico riconosciuto dagli 
Anticorpi Antifilaggrina (AKA, APF). Gli AFA però non sono mai stati 
utilizzati nella routine clinica, a causa della difficoltà nella 
standardizzazione e nel reperimento dei substrati.  
Alla fine degli anni ’90 sono stati sintetizzati peptidi ciclici della 
profilaggrina in cui l’arginina viene sostituita con la citrullina, che sono 
stati utilizzati per testare sieri umani in ELISA (15). Gli anticorpi così 
evidenziati vengono definiti anticorpi anti peptide ciclico citrullinato 
(anti-CCP). Il vantaggio dell’utilizzo di questa metodica è che, rispetto al 
FR, il dosaggio degli anti-CCP nei pazienti affetti da AR possiede 
maggiori sensibilità e specificità;  modificazioni successive del test 
hanno portato alla produzione di kit di seconda e terza generazione, con 
caratteristiche di sensibilità e specificità sempre maggiori, fino al 70% e 
98%, rispettivamente (16). 
 Questi anticorpi, inoltre, si possono riscontrare nel siero fino a dieci anni 
prima della comparsa delle manifestazioni cliniche di AR (17). 
Sembrerebbe utile quindi ai fini diagnostici ripetere periodicamente la 
ricerca degli anticorpi anti-CCP nei soggetti che siano risultati negativi 
all’esordio. 
Per quanto riguarda invece l’utilità del dosaggio degli anti-CCP nel 
monitoraggio del trattamento terapeutico, gli studi finora eseguiti hanno 
riscontrato che mentre i livelli di FR diminuivano contestualmente al 
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miglioramento delle condizioni cliniche, quelli di anti-CCP si riducevano 
in fase iniziale per poi tornare ai valori iniziali in pazienti trattati con 
anti-TNF (18, 19).  Questo fa ipotizzare che la produzione di FR sia in 
qualche modo regolata dall’inibizione del TNFα, mentre la sintesi degli 
anti-CCP sia TNFα indipendente. 
Tra gli indicatori prognostici, accanto al FR, la positività degli anti-CCP 
ha un valore predittivo positivo elevato per le forme di artrite di recente 
insorgenza persistenti e con andamento erosivo (20). Infatti, valutati a 
distanza di tempo dall’esordio dell’artrite, i pazienti positivi per gli anti-
CCP presentano uno score radiologico sensibilmente più elevato rispetto 
ai pazienti negativi, indicando l’associazione tra gli anticorpi e una 
variante di malattia più aggressiva (21). 
 Dubbia è invece la correlazione della positività degli anti-CCP con la 
severità clinica in termini di disabilità fisica (HAQ); il dato non appare 
contrastante visto che lo score radiologico e l’HAQ non sono 
strettamente associati, essendo l’HAQ abbastanza variabile nei primi anni 
di malattia ed influenzato dalla fase di attività e dal tipo, più che dal 
numero, dell’articolazioni interessate (22, 23). Dubbia inoltre la 
considerazione che il dosaggio degli anti-CCP possa essere utile come 
marker di attività di malattia nel follow-up del paziente; in realtà dal 
punto di vista prognostico non sembra che la determinazione degli anti-
CCP sia dotata di un consistente valore addizionale rispetto a quanto si 
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ottiene con le variabili ormai consolidate: FR, danno articolare basale e 
durata di malattia (24)  
Quindi il test per anti-CCP offre una migliore sensibilità, e soprattutto 
una maggiore specificità clinica rispetto alla sola determinazione del FR. 
Bisogna considerare però come una parte dei pazienti con AR, circa il 
10%, risulti positivo solo per il FR e come viceversa gli anti-CCP si 
possano riscontrare nel 30-45% delle AR FR negative.  La combinazione 
dei due test aumenta perciò significativamente la sensibilità diagnostica 
dei test immunologici; la contemporanea presenza del FR e degli 
Anticorpi  anti-CCP aumenta inoltre la specificità e il valore predittivo 
positivo portandoli a valori prossimi al 100% e permette di impostare al 
più presto la terapia idonea per ogni forma di malattia (25). 
I peptidi deiminati derivati dalla filaggrina non rappresentano però 
l’unico antigene con cui reagiscono in modo così specifico i sieri di AR. 
Numerose altre proteine contengono infatti sequenze che, una volta 
deiminate, sono legate dagli anticorpi presenti nei sieri di AR: gli esempi 
più importanti sono la fibrina, la vimentina, il collagene II (26, 27, 28). 
Gli autoanticorpi specifici dell’AR, inizialmente identificati come 
anticorpi anti-filaggrina (deiminata) reagiscono in realtà con sequenze 
citrullinate contenute in proteine diverse e devono quindi essere 
considerati membri di una famiglia anticorpale, quella degli anticorpi 
anti-proteine/peptici citrullinati o ACPA (29). 
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Per quanto riguarda il significato patogenetico degli ACPA, diversi studi 
hanno dimostrato che il m-RNA per la PAD nei granulociti che infiltrano 
la sinovia, viene trascritto solo in condizioni di flogosi (30). Nelle aree di 
necrosi e fibrosi sinoviale la PAD, indotta dalla flogosi, determinerebbe 
la citrullinazione di fibrinogeno e fibrina e di diverse altre proteine. 
Inoltre, sfruttando gli anticorpi monoclonali, si è dimostrata la presenza 
intracellulare di residui citrullinati nella sinovia reumatoide e non nella 
sinovia normale e l’appartenenza di tali residui a diverse proteine 
sinoviali e in particolare alla fibrina (31). Parallelamente a queste 
osservazioni, il riscontro di un’elevata concentrazione di ACPA nel 
panno sinoviale rispetto al liquido sinoviale o al siero ha dimostrato una 
loro prevalente produzione a livello della membrana sinoviale stessa 
(32). Probabilmente la modificazione post-trascrizionale dei residui 
d’arginina in citrullina nelle cellule apoptotiche della membrana 
sinoviale si rende responsabile della induzione di una risposta 
autoreattiva, in relazione ad una insufficiente clearence di suddette 
cellule o ad un ritardo nel completamento del programma di morte 
cellulare. Secondo questa ipotesi i frammenti proteici citrullinati 
verrebbero così presentati al sistema immunitario, stimolando la 
produzione di ACPA. 
Infine ripetizioni amminoacidiche, simili a quelle dei residui citrullinati, 
sono spesso presenti nelle proteine che legano gli acidi nucleici, alcune 
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delle quali sono di origine virale,  per esempio le proteine che regolano la 
trascrizione negli herpesvirus. 
Una di queste proteine nucleari, codificata dall’Epstein Barr Virus, è 
l’EBNA I che contiene nella sua parte ammino terminale la sequenza 
amminoacidica 35-58 caratterizzata da sei doppiette Gly-Arg. 
Utilizzando  l’EBNA I35-58 come antigene in ELISA, si ottiene una 
percentuale di reattività del 30% con i sieri normali, 12% con linfoma di 
Burkitt, 25% con soggetti con AR e 38% in soggetti con SLE (33). Se il 
peptide viene sottoposto a deiminazione in vitro, con trattamento PAD, il 
pattern di reattività cambia totalmente mostrando una reattività del 50% 
verso sieri AR e una reattività inferiore  al 5% nei sieri normali. Poiché  i 
prodotti della deiminazione in vitro con la PAD potrebbero essere 
eterogenei (variando  per il numero e la posizione dei residui deiminati) e 
variare ad ogni nuova preparazione, un reagente di questo tipo sarebbe di 
difficile utilizzazione. Allo scopo di definire l'antigene (o gli antigeni) 
meglio riconosciuti dai sieri di AR, sono stati sintetizzati numerosi 
peptidi corrispondenti alla sequenza 35-58 e contenenti un numero 
variabile di arginine sostituite con citrullina, in varie posizioni sulla 
sequenza. L'analisi della risposta anticorpale ai differenti peptidi ha 
permesso di definire come  miglior antigene l'EBNA I35-58 
completamente deiminato. Infatti, mentre il peptide non deiminato viene 
riconosciuto, ed in ugual misura, da una piccola percentuale di sieri di 
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AR e di soggetti normali, l'introduzione di una sola citrullina, 
indipendentemente dalla posizione, rende il peptide antigene esclusivo 
dei sieri di AR. La percentuale di sieri che legano il peptide modificato 
aumenta ancora con l'introduzione di 2 citrulline. Quando tutte le 
arginine sono sostituite da citrullina (viral citrullinated peptide: VCP) la 
percentuale di sieri che legano il peptide raggiunge il 50%. Il peptide 
completamente citrullinato è stato sintetizzato come peptide antigenico 
multiplo (MAP), per ottenere un'"esposizione" ottimale delle sequenze, e 
utilizzato per misurare i livelli di anticorpi nell'AR e in altre malattie 
autoimmuni (34). La sensibilità di questi test risulta pari al  45%, mentre 
la specificità è del 95%, come nelle prime versioni dei saggi del CCP; 
Anche gli anticorpi anti-VCP fanno parte della famiglia degli ACPA ed il 
VCP stesso può essere considerato un substrato per gli ACPA (35). 
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2 SCOPO DELLA TESI 
 
Lo scopo di questa tesi è quello di analizzare in modo più dettagliato la 
risposta anticorpale ai peptidi citrullinati nei pazienti con AR.  
Nello specifico abbiamo:  
• determinato gli ACPA con tre metodi: un metodo basato su 
peptidi citrullinati ciclici (CCP) e due metodi che utilizzano 
peptidi virali citrullinati, derivati da EBNA I (viral citrullinated 
peptide, VCP1) ed EBNA II (VCP 2); 
• dosato in parallelo gli anticorpi specifici diretti contro due 
“antigeni di immunizzazione”: il tossoide tetanico e la proteina 
nativa EBNA I. 
• valutato l’andamento dei suddetti anticorpi nel tempo e le 
correlazioni tra gli stessi; 
• studiato l’andamento dei diversi titoli anticorpali in rapporto a 
diversi indicatori clinici di malattia (VES, PCR, fibrinogeno). 
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Sono stati studiati i sieri ottenuti da 30 pazienti affetti da AR seguiti dalle 
Unità di Immunologia clinica e Reumatologia dell’Università di Pisa; la 
diagnosi di AR è stata posta sulla base dei criteri ACR (36). 
I pazienti, di cui 12 uomini e 18 donne, hanno un età media di 
54,67±10,91 anni (range 34-70), considerando l’inizio del follow up, di 
56,17±10,76 (range 36-72), considerando la fine dl follow up. 
Sono affetti dalla malattia in media da 3,93±5,16 anni, considerando il 
periodo tra la diagnosi di AR e il primo prelievo (range 2-39); da 
5,46±5,31 anni, considerando  invece quello tra la diagnosi e l’ultimo 
prelievo in nostro possesso (range 1-15). 
I prelievi a nostra disposizione ricoprono un arco di tempo che va dai 2 ai 
39 mesi, con una media di 18±11,09. 
 Tali prelievi sono stati centrifugati e conservati a -20°C fino al momento 
dei test.  
3.2 Determinazione di anticorpi anti-CCP  
 
Abbiamo utilizzato il kit commerciale QUANTA-Lite (Germany), 
seguendo le istruzioni allegate; i risultati sono espressi in unità arbitrarie, 
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calcolati sulla base di una curva di calibrazione interna al test; sono 
considerati negativi i valori inferiori a 20U. 
3.3 Determinazione di anticorpi anti-EBNA 
 
Abbiamo utilizzato il kit commerciale HYCOR (Germany), seguendo le 
istruzioni allegate; i risultati sono espressi in unità arbitrarie, calcolati 
sulla base di una curva di calibrazione interna al test; sono considerati 
positivi i sieri che contengono livelli maggiori o uguali a 10U/ml. 
 
3.4 Determinazione di anticorpi anti-TT 
 
Per la determinazione di questi anticorpi abbiamo approntato un test 
home-made: abbiamo effettuato il coating di piastre per ELISA (NUNC 
maxisorp, Denmark) diluendo il tossoide tetanico (dono prof. Corradin, 
Istituto di Biochimica, Università di Losanna) in tampone carbonato 
pH=9.6 a 10 µg/ml e incubando per 12 ore a 4°C. Dopo aver bloccato le 
piastre con PBS BSA3%, sono stati caricati i sieri diluiti 1:100 in PBS 
BSA1% Tween 0.05% e incubati per 2 ore a temperatura ambiente (RT); 
in ogni piastra è stata caricata anche una curva di calibrazione con lo 
standard TE-3 (NIBSC, UK). Dopo avere effettuato lavaggi con PBS 
Tw1% (1) e PBS semplice (2), è stato caricato un anticorpo secondario 
(mouse anti human IgG AP, SIGMA) diluito 1:3000 nello stesso 
tampone utilizzato per la diluizione del campione; allo scadere 
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dell’incubazione di 2 ore a RT, sono stati effettuati lavaggi come in 
precedenza, ed è stato aggiunto il substrato cromogeno della fosfatasi 
alcalina, para-nitro-fenilfosfato (PNPP, SIGMA). Le piastre sono poi 
state lette alla lunghezza d’onda di 405 nm e la concentrazione di IgG 
anti TT è stata calcolata sulla base della curva di calibrazione. Livelli di 
anti TT>1.5U/ml sono indicativi di protezione efficace; livelli inferiori a 
0.1 U/ml indicano assenza di protezione. 
 
3.5 Determinazione di anticorpi anti-VCP1 e anti-
VCP2 
 
Gli anticorpi anti-VCP sono stati ricercati attraverso metodica ELISA. 
Peptidi sintetici lineari multipli, derivati dalle proteine EBNA 1 e 2, in 
cui tutti i residui di arginina sono stati sostituiti con citrulline, sono stati 
diluiti in PBS e caricati su piastre da 96 pozzetti NUNC Maxisorp. 
Dopo aver bloccato le piastre con PBS al 3%, i sieri diluiti 1:200 in PBS, 
BSA 1% Tween 0.05%, sono stati incubati per 3 ore a temperatura 
ambiente. 
Dopo lavaggi con PBS Tween1% e PBS semplice, le piastre sono state 
incubate con il secondo anticorpo, anti-human IgG F(ab’)2 coniugato con 
fosfatasi alcalina e diluito 1:3000 in PBS BSA 1% Tween 0.05%, per 3 
ore a temperatura ambiente.  
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Dopo nuovi lavaggi l’attività dell’enzima legato è stata misurata 
utilizzando come substrato il paranitrofenilfosfato. I risultati sono 
espressi come percentuale di un controllo positivo interno: la soglia di 
positività del test è risultata essere 27% per gli anti-VCP1 e 10% per gli 
anti-VCP2 (valore fissato al 95° percentile di una popolazione di 




Sono stati studiati 30 pazienti affetti da AR seguiti presso le U.O. di 
Immunologia Clinica e Reumatologia dell’Università di Pisa.  
Per ogni paziente è stata analizzata la presenza di vari anticorpi nel siero 
raccolto in due momenti diversi; il tempo intercorso fra i due prelievi è 
variabile da un minimo di due mesi a un massimo di tre anni (media 18 
mesi). Abbiamo poi analizzato i dati clinici corrispondenti alle date dei 
prelievi. 
Dati demografici e sierologici dei pazienti 
Rapporto F:M 18:12 
Età media alla diagnosi (anni) 50,36±11,7 (28-71) 
Età media alla prima determinazione 54.7±10.9 (34-70) 
Età media alla seconda 
determinazione 
56.2±10.8 (36-72) 
Positività per anti-CCP (F:M) 28/30 F=16; M=12 
Positività per anti-VCP1 (F:M) inizio  24/30 F=14; M=10 
Positività per anti-VCP1 (F:M) fine 23/30 F=13 M=10 
Positività per anti-VCP2 (F:M) 26/30 F=15 M=11 
Positività per anti-EBNA1 (F:M) 27/30 F=16 M=11 
Positività per anti-TT (F:M) 
protezione 
3/30 F=2 M=1 
Positività per anti-TT (F:M) non 
protezione 
8/30 F=3 M=5 
Positività PCR 13/20 all’inizio, 14/20 alla fine del FU 
Positività VES 20/26 all’inizio, 16/26 alla fine del FU 
Tabella 1: dati demografici e sierologici dei pazienti. 
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Le caratteristiche sierologiche e demografiche dei pazienti sono riportate 
nella tabella 1. 
Per ogni parametro è stata calcolata la variazione nell’arco di tempo 
preso in considerazione, che è stata espressa come percentuale rispetto al 
valore iniziale. 
La correlazione tra i vari parametri e tra le variazioni dei parametri stessi 
è stata studiata ricorrendo al test della correlazione di Spearman; 
differenze tra F e M sono state ricercate con il test di Mann Whitney. 
I pazienti assumevano terapie di fondo diverse, come riportato in tabella 
2. 
11 pazienti non hanno cambiato la terapia durante il follow-up; 16 
pazienti hanno cambiato la terapia per inefficacia. 
I farmaci utilizzati sono rappresentati da steroidi, antimalarici, 
methotrexate, leflunomide, anti-TNF; questi vengono somministrati 
singolarmente o in associazione fra loro; le associazioni utilizzate in 
questa popolazione sono riportate nella tabella 3. Alcuni pazienti, 
refrattari alle terapie standard, sono stati trattati con plasmaferesi o 






 Inizio FU Fine FU 
Steroidi  12 5 
Idrossiclorochina 10 9 
Methotrexate 10 8 
Leflunomide 1 4 
Ciclosporina A 1 1 
Anti-TNF 4 5 
Sulfasalazina 1 0 
Plasmaferesi 2 0 
Micofenolato mofetile 0 1 
Rituximab  0 1 
Nessuna terapia 4 3 
Tabella 2: farmaci impiegati per la terapia dell’AR nella popolazione 
analizzata 
 
 inizio FU fine FU 
Nessuna terapia 4 3 
Steroidi  1 1 
HCQ 3 5 
MTX 4 3 
LEFLU  1 1 
Anti-TNF 1 3 
steroidi HCQ 4 2 
MTX steroidi 2 1 
MTX HCQ steroidi 1 0 
MTX LEFLU steroidi 0 2 
LEFLU antiTNF 0 1 
MTX antiTNF 2 1 
Altre associazioni 4 2 
Nessuna terapia 4 2 
Tabella 3: associazioni farmacologiche utilizzate nella popolazione in 
esame. 
 
Abbiamo dosato i livelli e analizzato le variazioni (espresse come 
percentuale rispetto al valore iniziale) dei seguenti parametri: anticorpi 
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anti-TT, anti-EBNA1, anti-CCP, anti-VCP1, anti-VCP2, VES, PCR, 
fibrinogeno. 
Dall’analisi statistica effettuata con il test di correlazione di Spearman è 
emerso che i livelli dei tre ACPA misurati sono correlati fra loro (vedi 
figura 1 e 2) ma non con quelli di anti-TT o anti-EBNA, né dei tests di 
flogosi.  
Le variazioni più ampie sono state osservate con i test di flogosi, che 
risultavano ridotti alla seconda osservazione nella maggior parte dei 
pazienti. 
Le variazioni dei tre ACPA sono correlate fra loro in modo 
statisticamente significativo: anti-CCP/anti-VCP1 p=0.0077, anti-
CCP/anti-VCP2 p=0.0136, anti-VCP1/anti-VCP2 p=0.0017. 
Una correlazione significativa non si riscontra invece fra le variazioni.di 
ACPA e anti-TT, né fra ACPA e anti-EBNA. 
Le variazioni degli indici di flogosi non correlano con nessuno dei 
parametri sierici esaminati, né ACPA, né anticorpi diretti verso antigeni 
di immunizzazione. Il titolo degli ACPA infatti, rimane elevato anche 





















Figura 1: correlazione tra i livelli dei tre ACPA misurati all’inizio del 
FU; A= anti-CCP/anti-VCP1, p<0.0001; B= anti-CCP/anti-VCP2 

















































































Figura 2: correlazione tra i livelli dei tre ACPA misurati alla fine del 
follow-up A= anti-CCP/anti-VCP1, p<0.0001; B= anti-CCP/anti-VCP2 

































































 INIZIO FOLLOW-UP FINE FOLLOW-UP 
Anti-CCP (U) 342,5  (8.7-600) 
325,2  
(7.6-631) 
Anti-VCP1 (%) 86,8  (3.4-159) 
84  
(3.8-144.4) 
Anti-VCP2 (%) 93,4  (3.9-166.1) 
87,8  
(4.1-160.9) 
VES (mm/ora) 32,7  (3-120) 
30,7  
(2-74) 
PCR (mg/l) 24,8  (1.2-142) 
19,2  
(1-88) 




Tabella 4: valori medi (e range) dei livelli di ACPA e indici di flogosi 
all’inizio e alla fine del follow-up.   
 
I livelli medi di anti-TT sono più alti nel gruppo degli uomini (media 
0.53U/ml, verso 0.25U/ml), anche se la significatività statistica non è 
raggiunta, a causa del basso numero di pazienti positivi. 
I valori di VES sono mediamente più elevati nel gruppo delle donne 
(media 38.9 verso 23.4). 
Tutti gli altri parametri presi in esame non differiscono nei due gruppi 







Lo scopo di questo studio è quello di valutare, in una popolazione di 
pazienti affetti da AR, i livelli di anticorpi marker di malattia quali gli 
ACPA e di anticorpi indotti da immunizzazione (anti-TT) o da infezione 
(anti-EBNA). Il dosaggio è stato effettuato su campioni raccolti da 30 
pazienti in due momenti diversi della malattia, a distanza, in media, di 18 
mesi. 
L’analisi dei dati raccolti ha mostrato che i livelli degli ACPA sono 
correlati fra loro, ma non con gli altri anticorpi presi in esame.  
Questo dato conferma che gli ACPA rappresentano una singola famiglia 
di anticorpi (correlazioni statisticamente significative si osservano fra 
anti-CCP, anti-VCP1 e anti-VCP2) e che sono in grado di legare peptidi 
citrullinati di origine endogena (filaggrina) ed esogena (proteine EBNA1 
e EBNA2 citrullinate). In letteratura è stata descritta la associazione fra 
ACPA e fattore reumatoide (37), ma non era mai stata studiata 
l’eventuale associazione con anticorpi diretti verso antigeni infettivi o di 
immunizzazione. Nella popolazione presa in esame non è stata rilevata 
alcuna associazione tra ACPA e anti-TT o anti-EBNA. Questo risultato 
suggerisce che la produzione delle due famiglie di anticorpi sia regolata 
in modo differente. Abbiamo quindi valutato se i livelli di 
immunoglobuline con diversa specificità correlassero con la attività della 
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malattia, ovvero se uno stato flogistico generalizzato potesse influenzare 
la produzione di una famiglia di anticorpi piuttosto che l’altra. Nessun 
anticorpo è però risultato correlato con i tre parametri dell’attività di 
malattia. Per quanto riguarda l’associazione tra ACPA e attività di 
malattia, sono presenti in letteratura dati contrastanti: non è stata infatti 
ancora dimostrata un’associazione diretta fra livelli di anti-CCP e 
intensità della flogosi articolare, mentre è nota la loro associazione con la 
gravità della malattia (15, 20, 22). Gli anti-VCP1 non sono risultati un 
buon indicatore dell’attività di malattia (35); per gli anti-VCP2 sono 
attualmente in corso studi. Una menzione particolare merita invece 
l’osservazione dei livelli di anti-TT e di anti-EBNA, apparentemente 
scollegati dai livelli di infiammazione. La risposta immune al tossoide 
tetanico è uno degli esempi classici di memoria vaccinica: l’antigene 
viene somministrato in ambiente pro-infiammatorio nell’età infantile per 
indurre la produzione di anticorpi protettivi (memoria umorale); i livelli 
di questi anticorpi subiscono un lento declino nel corso degli anni per cui 
è suggerita la somministrazione di dosi vacciniche di richiamo ogni 10 
anni. I meccanismi che garantiscono la persistenza di livelli protettivi di 
anti-TT nel corso degli anni sono a tutt’oggi oggetto di studio: si ritiene 
comunque che partecipino al mantenimento della memoria umorale le 
plasmacellule a lunga vita residenti nel midollo osseo (38) e le 
plasmacellule a breve vita originate dalle cellule B della memoria durante 
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attivazioni policlonali (39). Solo undici dei pazienti analizzati in questo 
studio presentavano livelli rilevabili di anti-TT nel siero; l’analisi 
condotta su questi pazienti non ha evidenziato associazioni con gli indici 
di flogosi, ma sono necessari studi su casistiche più ampie per capire se 
nei pazienti affetti da AR la produzione di anti-TT sia in qualche modo 
regolata dall’attività di malattia (livelli di infiammazione/attivazione 
policlonale). La bassa percentuale di soggetti positivi per anti-TT vede il 
concorrere di tre cause: in primo luogo l’AR colpisce più frequentemente 
le donne che, rispetto agli uomini, ricevono generalmente una dose di 
richiamo in meno rispetto agli uomini (che ricevevano un richiamo 
all’età di 18 anni durante il servizio militare); in secondo luogo, secondo 
i dati pubblicati dai CDC di Atlanta nel 1995, la copertura anticorpale nei 
soggetti vaccinati comincia a decadere dopo i 40 anni, per limitarsi al 
30% dopo i 70 anni, i soggetti analizzati in questo studio hanno un’età 
media di 56 anni; infine la mancanza di linee guida sulla 
somministrazione di vaccini a soggetti affetti da malattie autoimmuni 
riduce la propensione a effettuare “richiami” in questo tipo di pazienti. 
Nemmeno gli anti-EBNA1 hanno mostrato associazione con gli indici di 
infiammazione.  
L’infezione da EBV è molto diffusa, interessando più del 90% degli 
adulti nel mondo. Nella maggior parte dei casi l’infezione si contrae in 
modo asintomatico durante l’infanzia e diviene persistente, con latenza 
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del virus nei linfociti B e liberazione di particelle virali nella saliva. EBV 
penetra nell’organismo attraverso la mucosa faringea; dopo un ciclo 
iniziale di replicazione litica nelle cellule epiteliali, avviene l’infezione 
secondaria dei linfociti B presenti al disotto della dell’epitelio tonsillare. 
EBV utilizza i meccanismi di attivazione fisiologici dei linfociti B per 
instaurare il suo ciclo di latenza: le cellule B recentemente infettate 
infatti, sotto l’influenza dell’oncogene EBNA2, esprimono tutti i geni 
della latenza virale e proliferano nei centri germinativi grazie 
all’espressione di due proteine di membrana LMP1 e 2a. Per completare 
il suo ciclo vitale, il virus deve replicarsi e infettare altre presone. 
Quando i linfociti B memoria infettati incontrano un antigene, migrano 
verso gli organi linfoidi secondari e maturano a plasmacellule; questo 
evento è legato alla riattivazione del ciclo litico; da questa sede il virus 
può infettare nuove cellule B e essere immesso nella saliva. Durante la 
latenza, il genoma virale è espresso al minimo; la proteina EBNA1 viene 
comunque sintetizzata durante la replicazione cellulare: questa proteina 
lega il DNA virale e assicura che questo venga equamente distribuito 
nelle due cellule figlie (40).  
Se è verosimile che i livelli di anti-EBNA1 crescano ogni volta che il 
virus va incontro a un ciclo di replicazione litica, tuttavia non sono noti i 
fenomeni che portano all’attivazione di un ciclo litico. Perciò è difficile 
prevedere se e quando una variazione nei livelli di questi anticorpi si può 
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verificare. I livelli di IgG anti-EBNA nella popolazione studiata non 
correlano con i livelli di nessuno degli altri anticorpi studiati, né, come 
atteso, con gli indici di infiammazione. Questo suggerisce in primo luogo 
che la memoria umorale verso antigeni di immunizzazione sia regolata in 
modo indipendente da quella verso antigeni di infezioni croniche; in 
secondo luogo la risposta verso antigeni virali citrullinati  appare 
svincolata da quella verso gli stessi antigeni non modificati. 
 
In tutte le considerazioni fatte finora, ci siamo basati sull’analisi dei 
livelli dei diversi anticorpi, cioè sulla misura di quei parametri in un 
determinato momento della storia clinica. Informazioni ulteriori possono 
però essere ottenute studiando come questi parametri si modifichino nel 
tempo. A tale scopo abbiamo effettuato una analisi statistica che 
confronta le variazioni dei livelli di anticorpi tra loro e con gli indici di 
flogosi. 
I risultati hanno mostrato come non solo i livelli dei tre ACPA sono 
correlati fra loro, ma  lo sono anche il segno e l’entità delle loro 
variazioni nel tempo. Correlazioni significative non sono state invece 
riscontrate con le variazioni di anti-TT, anti-EBNA, indici di flogosi. 
Questo dato suggerisce che la produzione di ACPA non sia dipendente 
dall’intensità della flogosi e ancora una volta smentisce un valore 
predittivo di questi anticorpi sull’attività di malattia. Gli ACPA devono 
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quindi essere considerati anticorpi marker di malattia, ma non di attività 
di malattia, per cui è indicata la loro ricerca per porre la diagnosi, ma non 
si dimostrano utili nel monitorare l’andamento della malattia o l’efficacia 
della terapia. 
È stata recentemente descritta la presenza di ACPA di isotipo IgA e IgM 
in una buona percentuale di pazienti AR, anche dieci anni dopo 
l’insorgenza della malattia (41, 42). Anche da questo punto di vista la 
produzione di ACPA si differenzia da quella di anticorpi diretti verso i 
normali antigeni di immunizzazione, in cui invece si assiste alla 
realizzazione di una memoria umorale, con anticorpi di isotipo IgG e 
scomparsa delle IgM. Una ulteriore prova a favore di una diversa 
regolazione dei due tipi di anticorpi è suggerita anche dai risultati ottenuti 
in pazienti con AR trattati con Rituximab (monoclonale anti-CD20): in 
pazienti depleti di linfociti B, si assiste al calo degli autoanticorpi, ma gli 
anticorpi verso antigeni infettivi rimangono invariati (43). 
I dati di questo studio costituiscono un ulteriore supporto all’ipotesi che 
la regolazione della produzione di autoanticorpi sia differente da quella 
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